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Referat und bibliographische Beschreibung

Der Tumorentstehung liegen viele molekularbiologische Prozesse zugrunde, so auch
beim Ovarialkarzinom. Eine wichtige Rolle hierbei scheint der p53-MDM2-MDMX-Pathway

Zu spielen.

Zielsetzung dieser Arbeit war es, das Tumorgewebe eines umfangreichen Kollektivs von
Ovarialkarzinompatientinnen auf den Mutationsstatus des MDMX-Gens hin zu

untersuchen, um einen moglichen Zusammenhang bei der Tumorentstehung darzustellen.

Es wurden Tumorgewebeproben von 118 Patientinnen mit den dazugehorigen klinisch-
pathologischen Daten fir die Untersuchungen verwendet. Das in Paraffin eingebettete
Material wurde zunachst mittels DNA-Isolation gewonnen, anschlielend amplifiziert und

dann sequenziert. Darauf folgte eine statistische Datenanalyse.

Es konnten 17 Mutationen im MDMX-Gen detektiert werden, wovon 4 bereits beschrieben
wurden. Alle Mutationen fanden sich in Exon 11. Weiterhin konnten die bereits bekannten
Einzelnukleotid-Polymorphismen SNP 31112 in Intron 9 und SNP 31274 in Intron 10
nachgewiesen werden. Auf die klinischen Daten bezogen, zeigte sich bei den SNPs, dass
die genetischen Varianten des MDMX-Gens bei den Hormonrezeptor-negativen Tumoren
einen Einfluss auf die Tumorentstehung und die Uberlebenszeit bei den

Ovarialkarzinompatientinnen haben.

Insgesamt konnte eine Mutationsrate des MDMX-Gens von 14 % bei den
Ovarialkarzinompatientinnen festgestellt werden. Von den Veranderungen im MDMX-Gen
scheint keine onkogene Wirkung auszugehen. Ein Zusammenhang ist in einzelnen Fallen
allerdings nicht auszuschlieBen. Die beschriebenen SNPs jedoch haben eine
prognostische Aussagekraft, was zu einer Optimierung der Therapieoptionen und der

damit verbundenen Lebensqualitat fihren kann.

Ehrsam, Nadja: "Mutationsstaus des MDMX-Gens beim Ovarialkarzinom"
Halle (Saale); Univ., Med. Fak.; Diss., 54 Seiten
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Ovarialkarzinom

Die flach-ovoid geformten paarigen Ovarien der geschlechtsreifen Frau liegen
retroperitoneal im kleinen Becken zwischen Harnblase und Rektum. Sie besitzen
endokrine und reproduktive Funktionen und ermdglichen durch die Follikelreifung und
Ovulation die Bereitstellung befruchtungsfahiger Eizellen. Das Ovarialkarzinom stellt

eine maligne Entartung des Ovars dar (Pfisterer und du Bois, 2002).

1.1.1 Epidemiologie

Das Ovarialkarzinom ist der sechshaufigste maligne Tumor der Frau und hat unter den
gynéakologischen Krebserkrankungen nach dem Mammakarzinom die zweithochste
Sterblichkeitsrate. Im Jahr 2008 erkrankten in Deutschland 7.790 Frauen neu am
Ovarialkarzinom (AGO; S3-Leitlinie 2013). Weltweit wurde 2008 bei 225.500 Frauen
ein Ovarialkarzinom diagnostiziert, zum Tode fihrte diese Erkrankung bei 141.452
Frauen (ACS Global Cancer Facts and Figures 2013).

Hohe Inzidenzraten finden sich in den Industriestaaten Skandinaviens, Westeuropas
und in den USA. Frauen in Entwicklungslandern und Japan sind am wenigsten
betroffen (Riman et al., 1998; Holschneider und Berek, 2000). Der Altersgipfel der
Erkrankten liegt zwischen 50 und 60 Jahren. Aufgrund der Abwesenheit von
Symptomen im Frilhstadium, des Fehlens von diagnostizierbaren Lasionen des
Ovarialepithels und des Mangels an spezifischen und sensitiven Screeningverfahren
werden mehr als 75 % der Patientinnen mit Ovarialkarzinom bis heute erst im
forstgeschrittenen Stadium diagnostiziert (Nahhas et al.,, 1997; AGO; S3-Leitlinie
Maligner Ovarialtumore 2013).

Trotz der Entwicklung eines umfangreichen operativen Therapiekonzeptes, einer
modernen medikamentdsen Therapie sowie des Einsatzes eines monoklonalen
Antikbrpers ist die Prognose beim Ovarialkarzinom insgesamt schlecht. Die
5-Jahresiiberlebenszeit liegt derzeit bei ca. 40 % Uber alle Stadien (AGO; S3-Leitlinie

Maligner Ovarialtumore 2013).
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1.1.2 Risikofaktoren

Risikofaktoren fur ein Ovarialkarzinom sind (Pfisterer und du Bois, 2002):

eine belastende Familienanamnese

Etwa 5-10 % der Ovarialkarzinome sind erblich bedingt (Holschneider und Berek,
2000; Engel und Schubert-Fritschle, 2001). Die familiare Haufung von
Ovarialkarzinomen bezeichnet man als Ovarialkarzinom-Syndrom. Weiterhin gibt
es Ovarialkarzinome, welche mit einem gehauften Auftreten von Brustkrebs
assoziiert sind ("hereditary breast ovarian cancer syndrome" HBCO; BRCA-1/-2
Tragerinnen), seltener auch mit dem Auftreten von Darm- und Gebarmutterkrebs
("hereditary non-polyposis colorectal carcinoma syndrome" HNPCC) oder anderen
Tumoren (Li-Fraumeni-Syndrom) (AGO; S3-Leitlinie Maligner Ovarialtumore 2013).
Mutationstragerinnen des BRCA-1-Gens haben ein Lebenszeitrisiko von 40 %, an
einem Ovarialkarzinom zu erkranken, Tragerinnen des mutierten BRCA-2-Gens
von 25 % (Narod et al, 2001). Bei gesunden BRCA-1- und BRCA-2-
Mutationstragerinnen  fihrt nach  abgeschlossener Familienplanung die
prophylaktische beidseitige Salpingoovarektomie zu einer Risikoreduktion um
80 % bis > 90 % fur ein Ovarialkarzinom (AGO; S3-Leitlinie Maligner Ovarialtumore
2013)

zunehmendes Alter

Die "Ovulationshypothese" von Fathalla aus dem Jahr 1971 stellt einen
Zusammenhang zwischen dem Ovarialkarzinom und wiederholter Ovulation her. Es
wird davon ausgegangen, dass durch die Ovulationsprozesse im
Oberflachenepithel geringe Traumen entstehen, welche dann im Rahmen von
fehlerhaften Reparaturprozessen zur Entwicklung eines Karzinoms filhren kénnen.
Das lasst vermuten, dass sich mit zunehmendem Alter, besonders bei friher
Menarche und spater Menopause, durch steigende Zykluszahl das Risiko erhdht.
Dieser Zusammenhang konnte bisher jedoch noch nicht eindeutig festgestellt
werden (AGO; S3-Leitlinie Maligner Ovarialtumore 2013).

Weiterhin wird hierbei deutlich, dass Graviditat, Stillen und orale Kontrazeptiva auf
der anderen Seite protektive Faktoren darstellen. So konnten Studien zeigen, dass
die Anwendung oraler Kontrazeptiva zu einer Senkung des Ovarialkarzinomrisikos
von ca. 40 % fihrt (AGO; S3-Leitlinie Maligner Ovarialtumore 2013).
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¢ endogene endokrine Risikofaktoren
» Priméare Sterilitat
» Polyzystische Ovarien
e jatrogene endokrine Risikofaktoren
» Sterilitatsbehandlung
» Hormonersatztherapie in der Postmenopause
e Diatische Risikofaktoren (hoher Anteil an tierischen Fetten, hoher Fleischkonsum,
Adipositas)
e Chronische Entziindungen

e Umweltfaktoren (Asbest, Talk-Puder, ionisierende Strahlen)

1.1.3 Symptome und Diagnose

Die klinischen Symptome des Ovarialkarzinoms sind eher unspezifisch und treten erst
spat im Krankheitsverlauf auf. Dies ist auf die Lage der Ovarien im kleinen Becken,
welche ein unbemerktes Wachstum zuldsst, zuriickzufuihren. Die Patientinnen kdnnen
unregelmaRige Menstruationen sowie durch Verdrangung von Nachbarorganen
bedingte Beschwerden zeigen (Bsp.: Pollakisurie, Obstipation, uncharakteristische
Unterbauchbeschwerden). Im spateren Verlauf kann es u.a. auch zur Bildung von
Aszites und damit zu einer Zunahme des Leibesumfanges kommen (Kristensen et al.,
1997).
Weitergehende Untersuchungen sollten durchgefiihrt werden, wenn ein Véllegefihl,
Blahungen, unklare abdominelle Beschwerden oder eine Zunahme der
Miktionsfrequenz wiederholt oder anhaltend auftreten, insbesondere bei Frauen Uber
dem 50 Lebensjahr (AGO; S3-Leitlinie Maligner Ovarialtumore 2013).
Die Grundlage der Diagnostik stellt die vaginale Untersuchung zur Erhebung eines
Tastbefundes dar (Kristensen et al., 1997). Die Genauigkeit der bimanuellen
Untersuchung wird hierbei durch verschiedene Faktoren, zum Beispiel anatomische
Verhéltnisse, Erfahrung des Untersuchers oder Abwehrspannung, beeinflusst (Scharf
et al., 2002). Unter den bildgebenden Verfahren hat die Transvaginalsonographie den
hochsten Stellenwert. Die Dignitdt des Tumors wird hierbei nach folgenden Kriterien
beurteilt (AGO; S3-Leitlinie Maligner Ovarialtumore 2013):

e Zystengrolie

e Wanddicke

e Vorhandensein von Septen und soliden Anteilen
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Die Computer-, Magnetresonanz- und Positronen-Emissions-Tomographie kdnnen bei
speziellen Fragestellungen zur Ausdehnung als auch zur Differenzialdiagnostik
eingesetzt werden (AGO; S3-Leitlinie Maligner Ovarialtumore 2013).

Der Tumormarker CA 125, ein hochmolekulares Glykoprotein, dessen Konzentration
im Blutserum bestimmt wird, ist bei Uber 80 % der Patientinnen mit einem
Ovarialkarzinom erhdht (Jacobs et al.; 1990). Aufgrund seiner geringen Spezifitat ist
der Tumormarker jedoch nicht als Screeningverfahren geeignet (NIH (National
Institutes of Health), 1994). Weiterhin konnte der routinemaflige Einsatz des
Tumormarkers im Rahmen der Tumornachsorge zu keiner Verlangerung des
Uberlebens fiihren, weshalb die Markerbestimmung in der Nachsorge symptomfreier
Patienten heutzutage nicht mehr empfohlen wird (AGO; S3-Leitlinie Maligner

Ovarialtumore 2013).

1.1.4 Klassifikation

Aufgrund der unterschiedlichen Gewebe, die die Funktion des Ovars ermdglichen,
werden nach der WHO-Klassifikation folgende Tumoren des Ovars unterschieden:

e epitheliale Tumoren

e Keimstrang- und Keimdrisenstromatumoren

e Keimzelltumoren

e Tumoren des nichtspezialisierten Ovarialgewebes

e unklassifizierte Primartumoren des Ovars

e Metastasierte Tumoren
Da bis zu 90 % der Ovarialkarzinome epitheliale Tumoren sind (Pfisterer 2002), wird
sich im Folgenden auf diese Klasse beschrankt. Histologisch lassen sich die Epithelien
der Tumoren durch die WHO (Scully et al., 1999) in folgende Gruppen einteilen:

o serdses Epithel (46 %)

e muzintses Epithel (36 %)

¢ endometroides Epithel (8 %)

o Kklarzelliges Epithel (3 %)

e gemischtes Epithel (3 %)

e Ubergangsepithel (2 %)

¢ undifferenziertes Epithel (1 %)

¢ unklassifiziertes Epithel (1 %)
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Die Hauptgruppe stellen hierbei die serfsen Karzinome dar, welche fruh
metastasieren.
Das Grading des Ovarialkarzinoms sowie die Stadieneinteilung der Fédération
Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique (FIGO) erfolgen nach der
Primaroperation und den Ergebnissen von histologischer und zytologischer
Untersuchung.

Nach histopathologischem Grading unterscheiden sich die Tumore in (Shimizu, 1998):

» G1: hoch differenzierte Tumore
» G2: maRig differenzierte Tumore

» G3: gering differenzierte oder undifferenzierte Tumore

Zur Beschreibung des Tumorstadiums werden die Stadieneinteilung nach FIGO und
die pTNM-Klassifikation benutzt (UICC, 1997) (s. Tab. 10 im Anhang).

1.1.5 Therapie

Im Vordergrund der Therapie steht die operative Entfernung des Ovarialtumors. Ein
exaktes und systemisches, intraoperatives Staging sowie die vollstédndige Entfernung
aller makroskopisch erkennbaren Tumormanifestationen sind hierbei wichtig flr einen
dauerhaften Therapieerfolg (Heintz et al., 2003; Trimbos et al., 2003). Als operativer
Standard gelten die Langsschnittlaparotomie mit nachfolgender Extirpation von Uterus
und Adnexe sowie eine infrakolische Omentektomie. Eine Ausnahme stellt hierbei die
fertilitatserhaltende Operation bei einem sehr frihem Stadium von Ovarialkarzinomen
dar (Pfisterer und du Bois, 2002).

Ein weiterer Eckpfeiler in der Therapie des Ovarialkarzinoms ist die adjuvante und
neoadjuvante Chemotherapie. Alle Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom Stadium
FIGO I-ll, auBer Stadium FIGO IA Grad 1, bendtigen eine adjuvante Chemotherapie.
Fur das Stadium FIGO IB Grad 1 liegen zurzeit noch keine ausreichenden Daten vor,
welche einen Nutzen dieser Therapie belegen (NIH, 1994; Morgan et al., 1996; Kerbrat
et al., 2001). Eine medikamenttse Therapie kann hier, muss aber nicht erfolgen (AGO,;
S3-Leitlinie Maligner Ovarialtumore 2013). Als Standardtherapie beim frihen

Ovarialkarzinom gilt eine platinhaltige Chemotherapie tber 6 Zyklen (AGO; S3-Leitlinie

5
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Maligner Ovarialtumore 2013). Da das Cisplatin eine hohe Toxizitat aufweist (u.a.
ototoxisch, neurotoxisch, nephrotoxisch), wurde dieses durch Carboplatin ersetzt und
spielt in der heutigen Therapie kaum noch eine Rolle (Lutz et al.,, 2001). Bei den
fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen Stadium FIGO IIB-IV wird nach der operativen
Therapie eine Chemotherapie mit Carboplatin und Paclitaxel Giber 6 Zyklen empfohlen.
Weiterhin kann eine zusatzliche Behandlung mit Bevacizumab erfolgen. Studien
konnten hier eine signifikante Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens
nachweisen. Daten zum Gesamtiiberleben gibt es jedoch noch nicht (AGO; S3-Leitlinie
Maligner Ovarialtumore 2013).

Ein Problem bei der Chemotherapie stellt das Auftreten von Resistenzen dar. Diese
werden meist durch die Zytostatikatherapie induziert oder treten bereits im Primartumor
auf. Oft zeigen auch Rezidive, die innerhalb von 6 Monaten nach der Primartherapie
auftreten, eine Resistenz gegenuber den Chemotherapeutika (Markman, 1998). In
diesen Féllen erfolgt meist eine Monotherapie mit z.B. Topotecan oder Doxorubicin,
welche jedoch oft nur geringe Wirkung bei den Patientinnen zeigt (AGO; S3-Leitlinie

Maligner Ovarialtumore 2013).

1.1.6 Prognose

Relevante Prognosefaktoren fiir das Uberleben von Patientinnen mit einem
Ovarialkarzinom sind das Tumorstadium, Alter, Allgemeinzustand und der
postoperative Tumorrest. Der Tumorrest stellt hierbei den einzig beeinflussbaren
Prognosefaktor dar. Patientinnen, die postoperativ keinen Resttumor aufweisen, haben
die beste Prognose. Bei einem Resttumor < 1cm ist der Uberlebensvorteil noch
signifikant héher als bei einem Resttumor > 1 cm, verglichen mit der Komplettresektion
jedoch insgesamt geringer (AGO; S3-Leitlinie Maligner Ovarialtumore 2013).

Beziiglich des Alters betragt zum Beispiel die 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) bei
Frauen, welche junger als 50 Jahre sind 76,6 %, bei Frauen im Alter von 50-69 Jahren
50,2 % und bei Frauen tber 70 Jahren nur noch 31,6 % (Brown und Palmer, 2009). In
Abhangigkeit vom Tumorstadium bei Erstdiagnose konnte nachgewiesen werden, dass
die 5-JUR im Stadium | bei 89,3 % liegt gegeniiber Stadium IV mit gerade noch 17,9 %
(Kosary et al., 2007 Tab. 16.6). Obwohl das Alter in den meisten Studien unabhéngig
vom Tumorstadium prognostisch relevant ist, muss jedoch bedacht werden, dass
jungere Patientinnen meist eher Tumoren in niedrigen Tumorstadien aufweisen (Yancik
etal., 1993).
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Weiterhin spielt der histologische Subtyp eine Rolle als prognostischer Parameter.
Klarzellige und muzinbse Tumoren weisen hierbei eine unginstigere Prognose auf als
die endometrioiden und serds-papillaren Tumoren (AGO; S3-Leitlinie Maligner
Ovarialtumore 2013). Zudem sprechen die klarzelligen und muzinésen Tumore auch
schlechter auf eine Therapie mit platinhaltigen Chemotherapeutika an (Silberberg,
1989; Hess et al., 2003; Enomoto et al., 2003).

Neben den  Kklinischen Prognosefaktoren  etablieren  sich ~ zunehmend
molekularbiologische Faktoren. Die Bedeutung dieser Faktoren, wie z.B. der Her-2-
Status, PAI (Plasminogenaktivator-Inhibitor), VEGF (vascular endothelial growth
factor), p-53-Tumorsuppressorgen oder verschiedener Zytokine wurde in
verschiedenen Studien untersucht. Hierzu fehlen jedoch weitere prospektive Studien
um ihre Validitat zu beurteilen (Sehouli et al., 2004). Zum Beispiel konnte eine
prognostische Aussagekraft in Bezug auf Genmutationen im p53-Gen, bcl-2-Gen und
BAX-Gen in einzelnen retrospektiven und experimentellen Studien gezeigt werden,
jedoch fehlen hierzu Untersuchungen an groReren Kollektiven, welche diese
Ergebnisse bestéatigen (Silvestrini et al., 1998; Ziolowska-Seta et al., 2009). Die
Genomanalyse zur Vorhersage der Prognose oder des Therapieerfolges beim
Ovarialkarzinom spielt daher in der Routinediagnostik bislang keine Rolle (AWMF

Leitlinie maligner Ovarialtumore, 2007).

1.2 Molekulare Faktoren bei der Tumorentstehung

Molekularbiologisch lassen sich beim serésen Ovarialkarzinom zwei Entstehungswege
unterschieden: der low-grade Pathway und der high-grade Pathway (Shih u. Kurmann,
2004). Bei den sertsen low-grade Karzinomen handelt es sich um gut differenzierte
Tumoren, die sich aus Borderline-Tumoren zu entwickeln scheinen. In tber 60 % der
serdsen low-grade Ovarialkarzinome und der serésen Borderline Tumoren finden sich
Mutationen im KRAS- oder BRAF-Gen, welche eine Onkogenaktivierung verursachen
(Singer et al., 2003). Dies fuhrt zu einem langsamen Wachstum durch proliferative

Stimuli, wahrend die genomische Integritét erhalten bleibt.
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[Low-grade pathway | sl KRAS/ BRAF
gy Mutationen

\f' i ~

High-grade carcinoma
[High-grade pathway| s 733 und BRCA1/2
Mutationen

Abbildung 1: Schematische Darstellung der verschiedenen Entstehungswege des

serdsen Ovarialkarzinoms (modifiziert nach I.M. Shih) (Shih und Kurman, 2004)

Bei dem serdsen high-grade Ovarialkarzinom handelt es sich um einen niedrig
differenzierten Tumor, welcher de novo, d.h. ohne definierte oder bekannte Vorstufe,
aus einer Einschlusszyste entsteht. Haufig zeigen diese high-grade Karzinome
Mutationen der Tumorsuppressorgene p53 und BRCA-1/2 (Landen, Jr. et al., 2008).
Diese Mutationen fuhren zu einer genomischen Instabilitat, welche sich in einem
schnellen Wachstum mit vermehrten Kernatypien zeigt. Das p53-Gen scheint daher
eine wichtige Rolle bei der Entstehung des Ovarialkarzinoms einzunehmen, weshalb
im Folgenden sowohl auf das p53-Gen als auch dessen regulierende Mechanismen

eingegangen werden soll.

1.2.1 Das Tumorsuppressorgen p53

Das Tumorsuppressorgen p53 kodiert fur das p53-Protein, welches als
Transkriptionsfaktor eine wichtige Rolle in der Zellzykluskontrolle spielt. Es ist auf dem
kurzen Arm von Chromosom 17 (17p13.1) lokalisiert und fihrt zur Bildung eines aus
393 Aminosauren bestehenden Proteins mit einer Molekularmasse von 53 kDa, welche
zur Namensgebung fiihrte. Erstmalig wurde das Protein 1979 beschrieben (Kress et
al., 1979; Lane und Crawford, 1979; Linzer und Levine, 1979). Es konnte festgestellt
werden, dass Familien mit einer Keimbahnmutation des p53-Gens an einer Vielzahl
verschiedener Tumore erkranken (Li-Fraumeni-Syndrom) (Malkin et al., 1990). Bei

normalen Wachstums- und Entwicklungsprozessen der Zelle liegt das p53-Protein nur
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in geringen Konzentrationen vor. Seine Halbwertszeit betrdgt maximal 20 Minuten. Es
konnte nachgewiesen werden, dass p53-knock-out Mause sich normal entwickeln,
jedoch sehr haufig Tumore bilden (Donehower et al., 1992).

Die Aktivierung des p53-Gens erfolgt aufgrund einer Schéadigung der DNA,
beispielsweise durch UV-Strahlung, ionisierende Strahlung oder genotoxische
Substanzen wie Chemotherapeutika. Es kommt dadurch zur Einleitung von
Zellzyklusarrest, Apoptose, Seneszenz oder DNA-Reparaturmechanismen (Lane,
1992; Levine, 1997; Toledo und Wahl, 2006). Seine Hauptaufgabe liegt somit darin, die
Anhdufung potentiell onkogener Mutationen zu verhindern und die genomische
Integritdt zu erhalten (Lane, 1992). Die wichtigsten wachstumsinhibierenden
Mechanismen stellen hierbei der Zellzyklusarrest und die Apoptose dar. Durch seine
Fahigkeit, das Wachstum potentieller Tumorzellen zu verhindern, ist das p53-Protein
eines der wichtigsten Tumorsuppressoren. Es konnte gezeigt werden, dass in Uber
50 % der humanen Tumore das Tumorsuppressorgen p53 mutiert oder nicht
vorhanden ist (Hollstein et al., 1991; Toledo und Wahl, 2006).

Laut der Daten der ,International Agency for Research on Cancer” sind tGber 50 % der
eingetragenen Mutationen des p53-Gens Missense-Mutationen. Hierbei handelt es sich
um Punktmutationen, welche bei der Translation einen Austausch der Aminosauren zur
Folge hat. Die Missense-Mutationen des p53-Gens befinden sich Uberwiegend in der
DNA-Bindungsdomaéane, was zum Ausbleiben der Transkription von p53-induzierenden
Genen fihrt (Hollstein et al., 1991). Beim Ovarialkarzinom befinden sich die meisten
Mutationen in Exon 5-8 des p53-Gens. Bei Uber 70 % der Mutationen handelt es sich
um Transitionen (Purin/Purin  Austausch; Pyrimidin/Pyrimidin  Austausch). In
immunhistochemischen sowie genetischen Expressions- und Mutationsstatus-
untersuchungen konnte gezeigt werden, dass in den fortgeschrittenen Tumorstadien
(FIGO 1ll/ 1IV) die Uberexpression von mutiertem p53 (mut-p53) signifikant hoher ist
(Weham et al., 2002). Weiterhin fiel auf, dass die Uberexpression von mut-p53 an ein
schlechteres Gesamtiiberleben gekoppelt ist (Kappes et al., 1995; Righetti et al.,
1996), jedoch ist die Bedeutung von p53-Mutationen fiir das Uberleben noch nicht

hinreichend untersucht.
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1.2.2 MDM2

Das murine "double minutes" 2 Gen (MDM2) wurde urspriinglich aus der spontan
transformierten  Maus-Zelllinie  3T3-DM  isoliert. Es liegt auf kleinen
extrachromosomalen Kernkdrperchen, die als ,double minutes” bezeichnet werden
(Fakharzadeh et al. 1991). In humanen Zellen ist das Gen auf der Chromosomenregion
12g13-14 lokalisiert (Oliner et al. 1992).

Durch die Nutzung verschiedener Promotoren und durch alternatives Spleil3en gibt es
verschiedene Isoformen von MDM2 (Olson et al., 1993; Haines et al., 1994; Sigalas et
al., 1996). So konnte die Arbeitsgruppe um Sigalas sechs MDM2-mRNA-Varianten in
Ovarial- und Urothelkarzinomen sowie in Leuk&miezellen nachweisen (Sigalas et al.,
1996). Auch in Rhabdomyosarkomen zeigten sich drei alternative Transkripte (Bartel et
al. 2001b). Insgesamt konnten in einer Vielzahl von Tumoren alternative
Spleillvarianten von MDM2 detektiert werden (Kraus et al. 1999; Hori et al. 2000;
Bartel et al. 2002). Hierbei zeigte sich in einigen Arbeiten, dass die Expression der
verschiedenen SpleiRvarianten mit einer schlechteren Prognose Kkorreliert, andere
Arbeiten jedoch konnten diesen Zusammenhang nicht aufweisen (Matsumoto et al.
1998; Bartel et al. 2001a; Lukas et al. 2001). Insgesamt besteht das Gen aus 12
Exonen, wobei das grofdte Transkript fir ein 90 kDa groRRes Protein kodiert, welches
sich aus 491 Aminosauren zusammensetzt.

Es konnte gezeigt werden, dass ein MDM2 knock-out in Mausen bereits embryonal
letal ist, wahrend MDM2/p53 double-knock-out Mause Uberleben, jedoch zu einer
vermehrten Tumorbildung neigen (Rayburn et al. 2005). MDM2 kann durch die
Bindung an p53 dessen trankriptionelle Funktion inhibieren (Momand et al. 1992).
AuBerdem fungiert MDM2 als E3-Ubiquitin-Ligase, indem es p53 ubiquitinyliert und
somit flr dessen proteasomalen Abbau markiert (Haupt et al. 1997). Die Expression
von MDM2 wird durch den Tumorsuppressor p53 induziert, so dass diese beiden
Produkte Gber einen autoregulatorischen ,Feedback-Loop* miteinander verbunden sind
(Picksley und Lane, 1996). Weiterhin kann MDM2 sich selbst ubiquitinylieren und so
seinen eigenen Abbau induzieren (Honda und Yasuda, 2000).

In einer Untersuchung von Bond und seinen Kollegen von 2004 konnte ein
Einzelnukleotid-Polymorphismus SNP309 im P2-Promotor des MDM2-Gens
nachgewiesen werden, welcher mit einer gesteigerten Expression von MDM2 und einer
daraus folgenden abgeschwachten Effektivitat des p53-Pathway einhergeht (Bond et
al., 2004). AuRerdem stellt beim Ovarialkarzinom die Lokalisation des MDM2-Gens auf

dem Chromosom eine Region dar, die oft Zugewinne aufweist (Hauptmann et al.,
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2002). Immunhistochemische Untersuchungen zeigten, dass MDM2-positive Tumore
mit Chemoresistenzen und einem hoheren Tumorstadium verbunden sind. Zudem ist
das Gesamtuberleben von Patienten mit MDM2-positiven Tumoren signifikant niedriger
als bei Patienten mit MDM2-negativen Tumoren (Dogan et al., 2005).

1.2.3 MDMX

Das MDMX-Gen, auch MDM4 genannt, stellt einen weiteres Mitglied in der MDM-
Familie (,murines double minutes) dar (Mancini et al.,, 2009). Es ist auf dem
Chromosom 1 in der Region 1932 lokalisiert und kodiert fir ein aus 490 Aminosauren
bestehendes und 80 kDa schweres Protein, welches eine hohe Ahnlichkeit zu MDM2
aufweist (Shvarts et al., 1996, 1997). Die besonders gut konservierten Regionen sind
in der N-terminalen p53-Bindungsdoméne und an der Zinkfinger- und RING-
Fingerdoméne zu finden (Mancini et al., 2009).

p53-Bindedomane NLS NES saure Doméane Zn RING-Finger
54% 29% 42% 53%

- L) I [ ) ¢

Abbildung 2: Vergleich der Strukturen von MDM2 (oben) und MDMX (unten),
modifiziert nach (Marine und Jochemsen, 2004) Die p53-Bindedomane, die
Zinkfinger- (Zn) und die RING-Fingerdoméne sind konservierte Bereiche. Die
Prozentzahl ihrer Ubereinstimmungen ist dargestellt.

MDMX wird in nahezu allen Geweben exprimiert, jedoch in unterschiedlichen Mengen
(Mancini et al., 2009). Die mRNA enthélt 11 Exone mit dem ersten Startcodon (AUG)
im zweiten Exon. Trotz weiterer Startcodons an den Positionen 46, 53 und 61
(ausgehend vom ersten Startcodon) gibt es keinen Anhalt fir alternative Proteine
(Mancini et al., 2009).

Wie MDM2 kann auch MDMX direkt an p53 binden und dessen transkriptionelle
Aktivitét inhibieren. Durch eine Stimulation der MDM2-E3-Ubiquitin-Ligase reguliert
MDMX die Stabilitdt von p53 (Singh et al., 2009; Linares et al., 2003). Jedoch besitzt
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MDMX selbst keine Ligaseaktivitdt wie MDM2 und kann somit p53 nicht fir den Abbau
in den Proteasomen markieren (Jackson und Berberich 2000). In Experimenten konnte
gezeigt werden, dass ein MDMX-knock-out in Mausen bereits embryonal letal ist und
diese Wirkung durch ein zusatzlichen knock-out von p53 aufgehoben werden kann.
Zudem konnte in einer grof3en Anzahl von humanen Tumoren eine erhdhte Expression
von MDMX nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass eine MDMX-Haploinsuffizienz
zu einer erhohten p53-Aktivitat und somit zu einer verminderten Tumorentstehung fuhrt
(Singh et al., 2009). Diese Daten lassen vermuten, dass Veranderungen im MDMX-
Gen p53 in seiner Funktion entscheidend beeinflussen kdnnen und somit auch eine

wesentliche Rolle in der Tumorentstehung spielen kdnnten.

1.3 Zielstellung

Durch zahlreiche Untersuchungen zum p53-Gen konnte dessen Stellung bei der
Entstehung von Karzinomen und auch des Ovarialkarzinoms immer genauer definiert
werden. Jedoch wurde auch deutlich, dass es sich hierbei um einen komplexen
Vorgang handelt, bei welchem u.a. auch das MDM2- und MDMX-Gen eine wichtige
Rolle zu spielen scheinen. Weder zu MDM2 noch zu MDMX gibt es derzeit
ausreichende Untersuchungen zum Mutationsstatus. Deshalb war es Gegenstand
dieser Doktorarbeit, alle kodierenden Exons des MDMX-Gens in Ovaralkarzinom-
patientenproben zu sequenzieren, um die Frage nach eventuellen Mutationen und

damit verbundenen onkogenen Aktivitdten des Gens zu beantworten.
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2. Material

2.1 Tumormaterial und Patientengut

Das Tumormaterial flr diese Arbeit wurde aus 118 in Paraffin eingebetteten
Ovarialkarzinomen gewonnen. Die Falle wurden zwischen 1997-2005 am Institut ftr
Pathologie der  Martin-Luther-Universitat  Halle-Wittenberg  diagnostiziert.  Das
Tumormaterial stammt Gberwiegend aus der Klinik fur Gynékologie der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg.
Die folgenden klinischen Daten der Patientinnen wurden aus den Krankenakten erfasst:

e Alter der Patientinnen

e postoperativ verbliebener Tumorrest

e FIGO-Stadium

e adjuvante Chemotherapie

e Follow-up
Die Kklinisch-pathologischen Daten der Patientinnen werden im Detail in Tabelle 1
beschrieben.
Fur die statistischen Untersuchungen wurden Kontrollproben von gesunden Personen
zum Vergleich verwendet. Dieses Material wurde uns freundlicherweise durch das Institut
fur Humangenetik, das Institut fir Rechtsmedizin, sowie das HLA-Labor der Immunologie
der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg zur Verflgung gestellt. Im Mittel waren die
Kontrollpersonen 41,9 Jahre alt (21-85 Jahre).
Sowohl von den Patientinnen als auch von den Kontrollpersonen lag das Einverstandnis

zur wissenschaftlichen Nutzung des Materials vor.
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Tabelle 1: Klinisch-pathologische Daten der Ovaralkarzinompatientinnen (n=118)

Charakteristika Anzahl Prozent

seros 67 56,8

endometrioid 17 14,4

transitional 1 0,8

o
o]

undifferenziert 8

Tumor-Stadium

FIGO I 10

0
&)

FIGO IV 7

o
©

Art der Therapie

andere plantinhaltige Chemotherapeutika 16 13,6

andere 2 1,7

abgelehnt 6 51

Daten fehlen 4 3,4

Fehlend im System

Resttumor (n=96)

ja 64 66,7
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2.2 Chemikalien und Reagenzien

100 bp DNA Leiter
Agar
Agarose

Borsaure

Desoxynukleosidtriphosphate (dNTP)

Ethanol (96 % p.a.)
Ethanol (70 % p.a.)
Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Isopropanol
Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid
Natriumacetat
Natriumchlorid
Tris

Tris-HCI
Tween-20

Xylencyanol

2.3 Enzyme

HotStarTaqTM—DNA—Ponmerase (5 U/uL)

HotFirePoITM—DNA—Ponmerase

Green Master Mix

(5 U/pl)

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Promega, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merk, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merk, Darmstadt
Merk, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Qiagen, Hilden

Solis, Estaland

Promega, Mannheim
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2.4 Primer

Die fur die PCR- und Sequenzierreaktionen verwendeten Primer wurde alle von der Firma

TIB MOLBIOL (Berlin) bezogen und werden in der folgenden Tabelle 2 aufgefihrt.

Tabelle 2: Verwendete Primer

Name Sequenz 5'— 3’ Orientierung
XEx1fwd CCTCgTgTgAggCCgTgTgg sense
XEx1rev ggCCgCCTgCTCCTCACTCT anitsense
XEx2fwd gTTgCCTTTgTgTgAATgCTAA sense
XEx2rev ACAQTCATgAgACAgCTAAACT antisense
XEx3fwd TATCAggTACgACCAAAACT sense
XEx3rev ATggCTTACCTCTTTAACAg antisense
XEx4fwd AgCggCTTTCCTgTTgTAgg sense
XEx4rev ggCTAggTATAAgGCACCCAAA antisense
XEx5fwd TTTAACggCAAACCACTQAT sense
XEx5rev CCTTgAACTCAAAgCTgTgATA antisense
XEx6fwd gggTTgTTTgCTgAggTCCTT sense
XEx6rev gggAgTCCAAgATCCATAQgT antisense
XEx7fwd CCCTggTCTCAgQTTATTTCT sense
XEx7rev g9TTggAAgAggAAgAgAAC antisense
XEx8fwd AgCTCTgCCACTAAgACA sense
XEx8fwd2 ACQTATTgTgCATAQTTATC sense
XEx8rev gCCACTTCCCTTCAAATgTg antisense
XEx9fwd gATgTAgQTgTgACgACATTgAg sense
XEx9rev TgAgCACACAAACAgAATCAAC antisense
XEx10fwd gTgTTTggTCTTgCATTTAAQC sense
XEx10rev TgAACTgCTgggATTACATCA antisense
XEx11_ 1fwd ACTggTgTggAATAgCTTAgQTY sense
XEx11 1rev ACgCATCTTTAggTCTAACgAC antisense
XEx11_ 2fwd CCTgATTgTCgAAgAACCATT sense
XEx11_2rev ACATTCTCTgACAQgTTggAAA antisense
XEx11_3fwd 0gAggATTgCCAgAATCTCT sense
XEx11_3rev gAATAATgTTCCCgTCTCgT antisense
Xp53RE fw gTATATgTCCATCTCggTTT sense
Xp53RE rev gggATTTACCAAQQTAAQTC antisense
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2.5 Kits

BigDyeTM Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAquick Gel Extraction Kit

Seq lab PCR-Kombi-Kit

2.6 Puffer und Losungen

Bindepuffer
DNA-L6sungspuffer

EB — Puffer

Elusions — Puffer

PBI — Puffer

PE — Puffer
Proteinase-K-Stamml&sung
QX 1 — Puffer

2.7 Angefertigte Puffer

5x TBE — Puffer:

Salzpuffer Lahiri

ABI, Warrington, UK
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Seq lab, Gottingen

Seq lab, Gottingen
Tris-HCI 10 mM pH 7,6
Qiagen, Hilden

Seq lab, Goéttingen
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Tris-HCI 54,0 g

Borsaure 27,5 g

EDTA 20 mL 0,5 M pH 8,0
— mit Aqua bidest. auf 1 L
auffillen

Tris-HCL 10mM pH 7,6
MgCl, 10 mM

EDTA 2mM

KCI 10 mM

NaCl 0,4 mM
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Verdaupuffer-Manos

2.8 Gerate und Verbrauchsmaterialien

10 ml / 50 ml Réhrchen

BiodocAnalyze

Centrifuge 5804 R

Gelkammer

Peltier Thermal Cycler PT200

Peltier Thermal Cycler Tetrad 2
Pipettenspitzen 10 uL / 200 uL / 1000 uL
Plattenreader Genios

ReaktionsgefalRe 0,2 mL/0,5mL/1,5mL /2,0 mL
Thermomixer compact

TRIO — Thermoblock
Universalzentrifuge 30 RF

Vakuumzentrifuge (Concentrator 5301)

Tris 50 mM pH 8,5
EDTA 1 mM
Tween 20 0,5 %
Aqua dest.

Greiner, Nurtingen
Biometra, Géttingen
Eppendorf, Hamburg
BIOplex, Freiburg
MJ Research

BIO RAD, Minchen
Greiner, Nartingen
Tecan, Crailsheim
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Biometra, Géttingen
Hettich, Tuttingen
Eppendorf, Hamburg
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3. Methoden

3.1 DNA-Isolation aus Paraffinmaterial nach Manos-Lahiri

Um die DNA aus dem Paraffinmaterial zu isolieren, wurden zunachst 5 pm dicke Schnitte,
je nach GrolRe des Gewebes, in ein Reaktionsgefal’ unter Zugabe von 1 ml Octan (Xylol)
fur 10 min geschuttelt und anschlief3end fir 3-5 min bei 1200 U/min zentrifugiert. Dieser
Arbeitsschritt wurde zweimal wiederholt, um das Paraffin vollstindig zu l6sen.
AnschlieBend wurde zur Reinigung den Gewebeproben 1 ml 96-99 % Ethanol
hinzugegeben, vermischt, zentrifugiert und abschlielBend abpipettiert. Dieser Vorgang
wurde einmal wiederholt. Um das Pellet zu trocknen, wurde es fur 5 min bei 45 °C in der
Vakuumzentrifuge zentrifugiert.

Zum trockenen Pellet wurden dann 720 ul Verdaupuffer-Manos sowie 80 ul Proteinase-K-
Stammldsung (2mg/ul) hinzugegeben und der Ansatz Uber Nacht bei 37 °C im
Thermomixer leicht geschittelt.

Am Folgetag wurde der Ansatz fur 8-10 min auf 95 °C im Thermomixer erwarmt, um die
Proteinase zu inaktivieren. Nach dem Abkuhlen des Ansatzes wurde dieser fur 5 min bei
12000 U/min bei 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurde mit dem Uberstand durch Zugabe
von 800 pl Salzpuffer Lahiri und 25 pl 20 % SDS weiter gearbeitet. Dieser Ansatz musste
dann fur 10 min auf 55 °C erhitzt werden und abschlieRend nach dem Abkiihlen erneut fir
5-10 min bei 12000 U/min bei 4 °C zentrifugiert werden.

Um die DNA zu fallen, wurde dem Uberstand das gleiche Volumen Isopropanol
hinzugegeben und der Ansatz nach gutem Vermischen Uber Nacht oder fir mindestens
2 Stunden bei -20 °C ruhen gelassen. Im Anschluss wurde die Lésung fiir 20-30 min bei
15000 U/min bei 4 °C zentrifugiert, das Isopropanol abgegossen, das Pellet in der
Vakuumzentrifuge flr 5 min bei 45 °C getrocknet und anschlieRend in 50-100 pl DNA-
Ldsungspuffer aufgeldst.

AbschlieBend wurde die DNA-Konzentration durch Messung der Proben im Photometer
bei 260 nm und 280 nm nach folgender Formel bestimmt; 260 nm x 5000 = Konzentration

in ng/ul (260:280=Reinheitsquotient R). Die gewonnene DNA wurde bei -20 °C gelagert.
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3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die gesamten fur das Protein kodierenden Exons und ihre angrenzenden Bereiche des
MDMX-Gens wurden mit Hilfe der PCR amplifiziert. Hierbei wurde unter Verwendung der
in Tabelle 2 aufgefiihrten Primer die PCR durchgefiuihrt. Die Komponenten fiir einen
Ansatz von 50 pl sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: PCR-Reaktionsansatz mit der HotStarTaqTM-DNA-PoIymerase

1 x Reaktionsansatz

10 x Reaktionspuffer (mit 15mM MgCly) 5l
MgCl> (25mM) 3ul
dNTP’s (2,5 mM) 4l
Q-Puffer 5 x 10 ul
Hotstar-Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,25 ul
Primer (20 pmol/ ul), sense/ antisense je 1l
Aqua bidest. 26 pl

Zum Reaktionsmix wurde 1,5 pl (300 ng) der aus Paraffinmaterial gewonnen DNA
hinzugegeben. Die PCR erfolgte in einem der unter 2.7 genannten Thermocycler nach

folgendem Programm:

Schritt 1: 95 °C 15 min

Schritt 2: 95 °C 10s

Schritt 3: 58 °C 20 s 40 Zyklen
Schritt 4: 72 °C 20s

Schritt 5: 72 °C 5 min

Schritt 6: 4°C 0

Aufgrund der teils geschadigten DNA durch die Formalinfixierung konnte mit dieser
Methode nicht immer eine Amplifikation des kompletten Exons erreicht werden.
Besonders bei langeren Exonen (> 200 Basenpaaren) trat dieses Problem auf, so dass

dadurch bei Exon 11 eine Amplifikation in drei Abschnitten mit den entsprechenden
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Primern (s. Tabelle 2) notwendig war. Im Verlauf der Versuchsreihe wurden verschiedene
Polymerasen und Reaktionsansatze sowie Reaktionsprogramme getestet, um bessere
Ergebnisse bei der Amplifikation zu erzielen.

Die Versuchsreihe wurde zundchst mit der HotStarTaqTM-DNA-Ponmerase (5 U/uL) von
Qiagen begonnen, jedoch gestaltete sich eine erfolgreiche Amplifikation der DNA bereits

in Exon 2 zunehmend schwieriger, so dass testweise einige Proben mit der HotFirePoITM-
DNA-Polymerase (5 U/ul) von Solis amplifiziert wurden. Hierunter konnte ein besseres
Ergebnis erzielt werden, so dass ab Exon 3 mit dieser Polymerase weitergearbeitet
wurde.

Am Ende der kompletten Versuchsreihe gab es vereinzelt Proben, bei denen trotz
mehrfach wiederholter PCR-Reaktionen auch mit der Fire-Polymerase keine Amplifikation
bestimmter Exons erreicht werden konnte. Mit den betreffenden Exonen der Proben
wurde abschlieBend eine PCR mit dem Green Master Mix von Promega durchgefihrt.
Aber auch hiermit konnten nicht alle fehlenden Exons amplifiziert werden, so dass die
Proben, deren Exone nicht vollstdndig amplifiziert und somit auch nicht sequenziert
werden konnten, aus dem Versuchsaufbau ausgeschlossen werden mussten.

Alle PCR-Reaktionen liefen in den unter 2.7 genannten Thermocyclern mit dem gleichen
PCR-Programm (s.0.).

In den nachfolgenden Tabellen sind die Reaktionsansatze fur die PCR mit der

HotFirePoITM-DNA-Ponmerase (5 U/ul) und dem Green Master Mix dargestellt.

Tabelle 4: E’&:R-Reaktionsansatz mit der Tabelle 5: PCR-Reaktionsansatz
HotFirePol -DNA-Polymerase (5 U/ul) mit dem Green Master Mix

1 x Reaktionsansatz 1 x Reaktionsansatz
10 x Reaktionspuffer (mit 15mM MgCl.) 5ul Green Master Mix 25 pl
MgCl2 (25 mM) 5 ul Primer (20 pmol/ pl) je 1l
dNTP’s (2,5 mM) 4l Aqua bidest. 21,5 ul
HotFireTaqTM—DNA—Ponmerase (G Upl) o5yl DNA (300 ng) 1,5 pl
Primer (20 pmol/ pl) je 1yl
Aqua bidest 34,5 ul
DNA (300 ng) 15u
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3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Der Nachweis einer erfolgreichen Amplifikation sowie die Isolation des PCR-Produktes
erfolgten mittels Gelelektrophorese. Alle Elektrophoresen wurden in einem 1 %igen
Agarosegel durchgefuhrt. Zur Herstellung des Gels wurde 1 g Agarose mit 100 ml 0,5 x
TBE-Losung gemischt und aufgekocht und nach kurzer Abkihlung mit 5 pl
Ethidiumbromid versetzt. Zum Nachweis der erfolgreichen Amplifikation wurden 5 pl des
PCR-Produktes mit 1,5 pl Xylencyanol gemischt und zusammen mit einer Basenpaatrleiter
auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in 0,5 x TBE-Laufpuffer bei 90 V. Im
Anschluss wurden die Banden mit Hilfe des Geldokumentationssystem BioDocAnalyze
von Biometra unter UV-Licht ausgewertet und ausgeschnitten. Das Ausschneiden erfolgte
mit einem sterilen Skalpell auf dem UV-Tisch, wobei darauf geachtet wurde, dass das
Produkt nur fur kurze Zeit dem UV-Licht ausgesetzt war, um DNA-Verdnderungen zu
vermeiden. Im Anschluss wurde die DNA des PCR-Produktes mit Hilfe des

Gelextraktionskits von Qiagen gereinigt.

3.4 Reinigung des PCR-Produktes

Die Reinigung des PCR-Produktes erfolgte zunachst durch den QIAquick Gel Extraction
Kit von Qiagen. Den unter 3.2 beschrieben ausgeschnittenen Banden wurde das 3-fache
an Volumen des QX 1-Puffers von Qiagen hinzugegeben und fur 10 Minuten in den
Thermoblock bei 50 °C unter leichtem Schutteln gestellt. Das Produkt wurde dann Uber
einen Filter zentrifugiert. Nach einmaligem Spilen des Filters mit dem QX 1-Puffer wurde
die Saule zweimal mit je 350 pl PE Puffer gewaschen und zum Ende das PCR-Produkt
aus dem Filter mit 50 pl Aqua bidest. gelost.

Um den Arbeitsablauf zu optimieren, wurden weitere Moéglichkeiten zum Reinigen des
PCR-Produktes getestet. So wurde zusatzlich der QIAquick PCR Purification Kit
verwendet. Hierbei wurde dem PCR-Produkt direkt, ohne vorheriges Ausschneiden des
PCR-Produktes aus dem Gel, das 5-fache Volumen des PBI Puffers der Firma Qiagen
zugefuhrt und nach kurzem Vortexen auf eine Filtersaule gegeben. Nach dem
Zentrifugieren von 60 s bei 10.000 U/min und Raumtemperatur wurde das Produkt in der
Séaule zweimalig mit je 350 pl des PE Puffers gewaschen. Zum Abschluss wurde das

Produkt nach dem Trockenzentrifugieren mit 50 pl Aqua bidest. aus der Saule gel6st.
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Weiterhin wurde fur die Reinigung des PCR-Produktes der PCR-Kombi-Kit der Firma Seq
lab verwendet. Bei dieser Variante der Reinigung wurde dem gesamten PCR-Produkt
500 ul des Bindepuffers der Firma Segence Laboratories hinzugegeben und der Mix auf
eine Filtersaule aufgetragen. Nach der Zentrifugation fir 2 Minuten bei 11.000 U/min und
Raumtemperatur wurde das Produkt mit 50 pl Elusionspuffer aus der Séule geldst. Da
dies die schnellste und effektivste Methode zur Reinigung des PCR-Produktes war, wurde
Uberwiegend mit dieser Methode gearbeitet.

Der QIAquick Gel Extraction Kit von Qiagen wurde fir die PCR-Produkte bis Exon 3
verwendet. Danach wurde mit dem QIAquick PCR Purification Kit von Qiagen
weitergearbeitet. Ab den PCR-Produkten von Exon 5 kam der PCR-Kombi Kit von Seq lab
zum Einsatz.

Bei der Reinigung des PCR-Produktes mit dem QIAquick PCR Purification Kit und dem
Seq lab PCR-Kombi-Kit konnte nach dem Reinigen im Gegensatz zum vorherigen
Verfahren insgesamt mehr vom PCR-Produkt pro pl Ansatz gewonnen werden. Dies
fuhrte bei der anschlieRenden Sequenzierreaktion zu verstarkten Signalen bei der
Sequenzanalyse, weshalb individuell, je nach Signalstarke der Bande bei der zuvor

durchgefiihrten Gelelektrophorese, weniger des PCR-Produktes hinzugegeben wurde.

3.5 Sequenzierreaktion

Die Sequenzierreaktion wurde unter Verwendung des BigDye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit der Firma Applied Biosystems durchgefiihrt. Die Komponenten flr einen

Ansatz von 20 pl sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Sequenzieransatz flir den

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit

1 x Reaktionsansatz

Sequenzierpuffer (5x) 11 ul
Terminator-Mix 2ul
0,8 pmol Primer (fwd oder rev) 4l
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Zu 17 pl des Sequenziermixes wurden 3 pl des gereinigten PCR-Produktes gegeben. Die

Sequenzierreaktion fand anschlie3end in einem der unter 2.7 aufgefiihrten Thermocycler

mit folgendem Programm statt:

Schritt 1:
Schritt 2:
Schritt 3:
Schritt 4:
Schritt 5:

96 °C
96 °C
50 °C
60 °C

4°C

1 min

10s

5s 25 Zyklen
4 min

(o]

Im Anschluss erfolgte die Fallung des Sequenzierproduktes. Hierfir wurden dem
Sequenzieransatz je 2 ul EDTA (125 mM), 2 pl Natriumazetat (3 M) und 50 ul Ethanol

(96 %) hinzugegeben. Nach kurzem Vortexen wurde der Ansatz fir 15 min bei

Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend die gefallte DNA bei 4 °C und 6000 U/min fur

20 min zentrifugiert. Nach dem Abpipettieren des Uberstandes und dem Waschen des

Pellets mit 70 %igem Ethanol wurde erneut mit 6000 rpm bei 4 °C fur 10 min zentrifugiert.

Im Anschluss wurde das Ethanol abpipettiert und das Pellet fir 10 min bei 80 °C im

Thermocycler getrocknet.

Die Analyse der Proben erfolgte am Zentrum fir Medizinische Grundlagenforschung der

Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg durch Frau Dr. Darmer und Herrn Dr. Christov.
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3.6 Statistische Auswertung

Fir die statistischen Datenanalysen wurde die Software der Statistical Package for the
Social Science (SPSS 17.0 von IBM) verwendet.

Das Gesamtuberleben ist mit Hilfe von Kaplan-Meier-Kurven erfasst (Abb. 23 und
Abb. 25). Die verschiedenen Uberlebenszeitkurven konnten durch den Log-Rank-Test
miteinander verglichen werden.

Bei dem relativen Risiko handelt es sich aufgrund der verschiedenen Prognosefaktoren
(Alter, Allgemeinzustand, Resttumor, Tumorstadium) um ein multivariates Ereignis.
Jedoch spielt fur das Uberleben des Ovarialkarzinoms der postoperative Resttumor im
Gegensatz zu den anderen Faktoren die wichtigste prognostische Rolle. Da es sich
hierbei um keinen unabhangigen Parameter handelt, wurde nach dem Resttumor
adjustiert und das relative Risiko anschliel3end mittels der Cox-Regression bestimmt. Ab
einem p-Wert von < 0,05 gilt das Ergebnis als signifikant. Bei einem Signifikanzniveau
zwischen 5 bis 10 % (p>0,05 bis p=0,10) wurde der gefundene Zusammenhang als Trend
gewertet. Zur besseren Kennzeichnung wurden in dieser Arbeit die signifikanten p-Werte

Jfett“ hervorgehoben.
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4. Ergebnisse

4.1 Sequenzierung des MDMX-Gens

Ziel dieser Arbeit war es, den Mutationsstatus des MDMX-Gens zu untersuchen.
Aufgrund seiner negativ regulierenden Funktion in der p53-Kaskade ist anzunehmen,
dass Verédnderungen von MDMX auch eine Rolle in der Tumorentstehung spielen.
Besonders die Uberexpression von MDMX in vielen somatischen Tumoren lasst diesen
Zusammenhang vermuten (Danovi et al., 2004; Bartel et al., 2005; Laurie et al., 2006;
Toledo und Wahl, 2006; Han et al., 2007). Daher wurde sich in dieser Arbeit mit der
Sequenzierung aller kodierenden Abschnitte des MDMX-Gens und deren flankierenden
Intron-Regionen beschaftigt. Aufgrund seiner L&nge wurde Exon 11 in drei sich
Uberlappende Abschnitte sequenziert.

Das MDMX-Gen weist genau wie das MDM2-Gen einen p53-sensitiven P2-Promotor
im ersten Intron auf, welcher eine wichtige Rolle in einem autoregulatorischen
"Feedback-Loop" mit p53 spielt (Phillips et al., 2010). Dieser Promotor wurde
zusatzlich in die Untersuchungen mit eingeschlossen, da Bond et al. 2004 im P2-
Promtor des MDM2-Gens den Einzelnukleotid-Polymorphismus SNP309 entdeckten,
welcher mit einer gesteigerten Expression von MDM2 und einer daraus folgenden
abgeschwachten Effektivitat des p53-Pathway einhergeht (Bond et al., 2004). Somit lag
die Vermutung nahe, dass im P2-Promotor des MDMX-Gens ebenfalls eine

Veranderung vorliegen kénnte.

Ex3 Ex4 Ex5 Ex6 Ex7 Ex8 Ex9 Ex10 Ex11

600 bp

Abbildung 3: Gelelektrophorese der Amplifikationen von Exon 2-11
Dargestellt sind die amplifizierten Exone 2-11 des MDMX-Gens einer
Tumorpatientin nach 40 Zyklen PCR
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 17 Mutationen im MDMX-Gen erfasst,
welche sich alle im Exon 11 befanden. Zuséatzlich konnten die bereits bekannten
Einzelnukleotid-Polymorphismen SNP 311112 im Intron 9 und SNP 31274 im Intron 10
detektiert werden.

Eine Mutation in der p53-sensitiven P2-Promotor-Region des MDMX-Gens im
untersuchten Patientenkollektiv war nicht nachweisbar. Die oben genannte Vermutung
bestatigte sich somit nicht.  Auch in den Exonen 2-10 zeigten sich keine
Veréanderungen. Ausschlie3lich in Exon 11 waren Mutationen nachweisbar.

Alle Mutationen in Exon 11 sind in Tabelle 7 zusammengefasst sowie in Abbildung 4

bis 20 dargestellt.

GAACA GGG AACA G GAACAG AG AACAGATA!
161 169 le6l 169

\WAMA AN A

Abbildung 4: Exon 11 OVCA 13, links Mutation in Codon 304
(CAG>CAA; GIn>GlIn), rechts Wildtyp Codon 304

TCTTGGATTTGGE TCAC CT TGGE ATET GEe T

idhia b

Abbildung 5: Exon 11 OVCA 5, links Mutation in Codon 396 (TTG>GTG;
Leu>Val), rechts Wildtyp Codon 396
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TCTT GGATTT GGC'T CA CTTGGAT?T GEE T

R

Abbildung 6: Exon 11 OVCA 52, links Mutation in Codon 397 (TTG>GTG;

Leu>Val), rechts Wildtyp Codon 397

TAACCTTTCT GAAC CCTTTCT GAACAG BG
153 161 153 161

WAAAAL N a

Abbildung 7: Exon 11 OVCA 38, links Mutation in Codon 417 (TCT>TTT,
Ser>Phe), rechts Wildtyp Codon 417

CTGAACAG AG AACAG ATA! TTCTGAACAGAGAACAGAT
161 >4 163

mmﬂmm st s

Abbildung 8: Exon 11 OVCA 7, links Mutation in Codon 421 (AGA>GGA,;
Arg>Gly), rechts Wildtyp Codon 421

69

TTCT GAACAG GG ? CT GAACAGAG AACAG
161 1 161 169

N

Abbildung 9: Exon 11 OVCA 13, links Mutation in Codon 421
(AGA>GGA; Arg>Gly), rechts Wildtyp Codon 421
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ML . JIII IIIIIIIIIIIIII

TCTGAACAGGGAACA TTCTGAACA AACAGAT
16l 54 163 17

Abbildung 10: Exon 11 OVCA 15, links Mutation in Codon 421
(AGA>GGA; Arg>Gly), rechts Wildtyp Codon 421

TCTGAACAG AG AACA GAT CT GAACAGAG AACAG
161 169 161 169

AN

Abbildung 11: Exon 11 OVCA 32, links Mutation in Codon 421
(AGA>GGA; Arg>Gly), rechts Wildtyp Codon 421

GCTTGT GTGAGAA? SCTTATGT GAGAAAA
211 221

ANAMAAANNANAAN

Abbildung 12: Exon 11 OVCA 2, links Mutation in Codon 439 (GTC>ATC;
Val>lle), rechts Wildtyp Codon 439

TTECAPGECETATY ECATGC CCTRTT T
121 3531

Mﬂw i

Abbildung 13: Exon 11 OVCA 14, links Mutation in Codon 441
(TGC>TGT; Cys>Cys), rechts Wildtyp Codon 441

o sWnal
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TTATT (AT GGAAGGACG! (AT GG AAGGACGGGC (AT

il b

Abbildung 14: Exon 11 OVCA 32, links Mutation in Codon 451
(GGA>AGA,; Gly>Arg), rechts Wildtyp Codon 451

(ATGG AAGGACGGGC (A (AT GG AAGGACGGGC (AT
55 64

U b

Abbildung 15: Exon 11 OVCA 1, links Mutation in Codon 452
(AGG>AGA; Arg>Arg), rechts Wildtyp Codon 452

TOCT TG CACTITGT TTTEAC T CCACTTGTT

mﬁm&mm Mﬂﬂm

Abbildung 16 Exon 11 OVCA 7, links Mutation in Codon 458 (ACT>ATT;
Thr>lle), rechts Wildtyp Codon 458

TTCACTGTGCC(CA GAAG-AC TTTTCACTGTGCCAGAAG!

s el

Abbildung 17: Exon 11 OVCA 32, links Mutation in Codon 463
(GCC>ACC; Ala>Thr), rechts Wildtyp Codon 463
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CCAG AAGACTAAAGAAGGC CCAGAAGACTAAAGAA
106 100

poled B

Abbildung 18: Exon 11 OVCA 61, links Mutation in Codon 466
(CTA>TTA,; Leu>Leu), rechts Wildtyp Codon 466

GTGAG ARAAGACCAC GAGAAAAGACCAC

L7 226 226 235

VAMAAALMMA,

Abbildung 19: Exon 11 OVCA 14, links Mutation in Codon 473
(AAA>AAG; Lys>Lys), rechts Wildtyp Codon 473

CRECTTAT CAC T CCATCTTGTCACTTG
71

il bbbl

Abbildung 20: Exon 11 OVCA 2, links Mutation in Codon 477 (TTA>TTG;
Leu>Leu), rechts Wildtyp Codon 477
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Tabelle 7: Erfasste Mutationen in Exon 11

Codon Fall Exon nt wit- mt- wt-AS mt-AS
Codon Codon

304 OVCA13 11 1031 CAG CAA Gln Gln
396  OVCAS5* 11 1305 TTG GTG Leu val
397 OVCA52* 11 1307 TTG GTG Leu val
417 OVCA38* 11 1369 TCT TTT Ser  Phe
421  OVCA7 11 1377 AGA GGA Arg Gly
421 OVCA13 11 1377 AGA GGA Arg Gly
421 OVCA15 11 1377 AGA GGA Arg Gly
421 OVCA32 11 1377 AGA GGA Arg Gly
439  OVCA2 11 1488 GTC ATC val lle

441 OVCA14* 11 1488 TGC TGT Cys  Cys
451 OVCA32* 11 1470 GGA AGA Gly  Arg
452  OVCAL* 11 1358 AGG AGA Arg Arg
458  OVCAT* 11 1491 ACT ATT Thr lle

463 OVCA32* 11 1506 GCC ACC Ala Thr
466 OVCAB1* 11 1515 CTA TTA Leu  Leu
473 OVCA14* 11 1584 AAA AAG Lys Lys
477  OVCA2 11 1433 TTA TTG Leu  Leu

* neu beschriebene Mutationen

Die Missense-Mutationen im Codon 421 (A>G; Arg>Gly) und 439 (G>A; Val>lle) sowie
die stillen Mutationen in Codon 304 (G>A; GIn>GIn) und 477 (A>G; Leu>Leu) in Exon
11 sind bereits vertffentlicht worden (Wynendaele et al., 2010). In dieser Arbeit
konnten 10 weitere Punktmutationen, 6 missense und 4 stille Mutationen, in Exon 11
beschrieben werden, welche bisher noch nicht in der NCBI SNP Datenbank gelistet
sind (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP).

Die bereits bekannte Missense-Mutationen im Codon 421 konnte bei insgesamt 4
Patientinnen gefunden werden. Alle weiteren Mutationen wurden jeweils immer nur bei
einer Patientin detektiert.

Exon 11 des MDMX-Gens enthalt die fur das Protein wichtige RING-Finger Domane,
Codon 437 bis Codon 483 (Marine et al., 2004). Insgesamt 9 der beschriebenen
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Mutationen liegen in dieser RING-Finger Doméne. Vier davon stellen eine Missense-
Mutation dar (Codon: 439, 458, 451, 463). Der Austausch von Aminosauren bei diesen
Missense-Mutationen, z.B. der Austausch von Glycin und Arginin bei der Missense-
Mutation im Codon 451, kdnnte moglicherweise einen Einfluss auf die Struktur und
Stabilitat des MDMX-Proteins haben und somit dessen Funktion beeintréchtigen.

Zwei der weiteren Mutationen (Codon 396 und Codon 397) befinden sich in der
Zinkfingerregion. Hier kommt es, aufgrund einer Missense-Mutation, jeweils zu einem
Austausch von Leucin zu Valin. Die Funktion dieser Region ist bisher jedoch
weitgehend unbekannt, was eine Deutung dieser Mutationen erschwert.

Codon 304, Codon 417 und Codon 421 liegen in der C-terminalen Region, jedoch
aul3erhalb bekannter funktioneller Domanen.
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4.2 SNP 31112 und SNP 31274

Neben den bereits beschriebenen Veranderungen in Exon 11 konnten weiterhin die
bereits bekannten Einzelnukleotid-Polymorphismen SNP 31112 (T>C, rs2290855) im
Intron 9 und SNP 31274 (G>A, rs2290854) im Intron 10 nachgewiesen werden.
Daraufhin  wurden zusatzlich in dieser Arbeit die klinischen Daten der
Ovarialkarzinompatientinnen in Bezug auf die SNPs ausgewertet.

Hierfir verglich man zum einen das Alter bei Auftreten der Erkrankung und die mittlere
Uberlebenszeit der Patientinnen und berechnete jeweils das relative Risiko. Die Daten
wurden zunachst fir alle Patientinnen mit den verschiedenen Genotypen und
anschlieRend zusatzlich getrennt nach inrem Ostrogenrezeptorstatus erfasst (Tab. 8).

40 SNP31112

|
HeT_co

S04 SNP31274

[~ [e]e]
Hac_aa

Anzahl der Fille
Anzahl der Fille

Hontrolen low grade OvCa high grade OvCa o

Kortrollen low grade OvCa high grade OvCa

Abbildung 21: Die Verteilung des Genotyps mit SNP 31112 (A) ist jeweils in der Gruppe
der high-grade und low-grade Ovarialkarzinome sowie der Kontrollgruppe annéhernd
gleich. Bei SNP 31274 (B) tritt der GG-Genotyp in der Kontrollgruppe und der high-grade
Ovarialkarzinome etwas haufiaer auf.
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4.2.1 SNP 31112 im Intron 9

Im Rahmen der Analyse konnte der Polymorphismus re2290855 im Intron 9 an
Position 31112 detektiert werden. Die Verteilung der verschiedenen Genotypen stellte
sich bei den Ovarialkarzinompatientinnen wie folgt dar: TT 50,5 %; TC/CC 49,5 %.
Diese war vergleichbar mit der Verteilung in der Kontrollgruppe (TT 50,9 %; TC/CC
49,1 %). In Bezug auf das Alter der Patientinnen bei Diagnose des Ovarialkarzinoms
zeigte sich, dass zunachst kein Unterschied zwischen den Patientinnen mit dem
verandertem Allel CT/CC und dem Wildtyp TT bestand. Beim SNP 31112 liegt das
mittlere Erkrankungsalter der Patientinnen mit dem TT-Genotyp bei 64,2 Jahren und
bei denen mit dem CT/CC-Genotyp bei 65,2 Jahren (p=0.801).

Betrachtet man nun die Patientinnen getrennt nach dem Ostrogenrezeptorstatus, so
wird deutlich, dass die Patientinnen mit einem Ostrogenrezeptor-negativen
Ovarialkarzinom (ER-negativ) und mindestens einem C-Allel im Durchschnitt 9 Jahre
friher erkrankten im Vergleich zu den Ostrogenrezeptor-positiven (ER-positiv)
Patientinnen (p 0.003). Bei den Patientinnen mit dem TT-Genotyp konnte dieser

Unterschied nicht nachgewiesen werden (s. Tab. 8, Abb. 21).

Tabelle 8: Alter bei Diagnose mit verschiedenen Genotypen des SNP 31112 und SNP
31274

SNP Alter bei P SNP Alter bei P
Diagnose in (t-Test) Diagnose (t-Test)
Jahren in Jahren
SNP 31112 SNP 31274
alle TT 64,2 0.801 alle GG 64,2 0.871
CT+CC 652 AG+AA 64,4
TT ER+ 63,7 0.715 GG ER+ 634 0.5
ER- 648 ER- 65,2
CT+CC ER+ 69,1 0.003 AG+AA ER+ 68,7 0.003
ER- 60,3 ER- 59,2
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Abbildung 22: Alter bei Diagnose von Ovarialkarzinompatientinnen mit dem TT-Genotyp
(A); Alter bei Diagnose von Ovarialkarzinompatientinnen mit dem C-Allel unterteilt nach
Ostrogenrezeptorstatus positiv oder negativ (B) beim SNP 31112

Bei Betrachtung des Gesamtiberlebens der Ovarialkarzinompatientinnen zeigte sich
zunéchst kein signifikanter Unterschied in der Uberlebenszeit zwischen den
Patientinnen mit TT-Status (58,9 Monate) gegeniber denen mit dem C-Allel (64,7
Monate) (p=0.31). Separiert man jedoch erneut nach dem ER-Status, so wird deutlich,
dass die Patientinnen mit ER-negativem Ovarialkarzinom und dem C-Allel insgesamt
ein langeres Uberleben von ca. 23 Monaten (p=0.117) im Gegensatz zu den
Patientinnen mit TT-Status aufweisen (s. Tab. 9 und Abb. 22 A). Das Ergebnis ist mit
p=0.117 nicht signifikant, zeigt jedoch eine Tendenz in Bezug auf das Uberleben an.

Zusatzlich wurde das relative Risiko fur die Patientinnen, an dem Ovarialkarzinom zu
versterben, bestimmt. Es zeigte sich, dass in der Gruppe der ER-negativen Tumoren
die Patientinnen mit dem homozygotem T-Allel insgesamt ein 3.7-fach erhdhtes Risiko
haben, an dem Tumor zu versterben, als die Patientinnen mit dem C-Allel (p=0.049).

Weiterhin fallt in der Gruppe der Ovarialkarzinompatientinnen mit einem C-Allel auf,
dass die Patientinnen mit einem ER-negativen Tumor zwar friiher erkranken, jedoch
insgesamt eine langere mittlere Uberlebenszeit von 23,6 Monaten gegeniiber den

Patientinnen mit einem ER-positiven Tumor aufweisen (s. Tab. 9). Daraus ergibt sich
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ein geringeres Sterberisiko fur die Patientinnen mit einem C-Allel und einem ER-

negativen Tumor.

Bei den Patientinnen mit einem ER-positiven Tumor konnte kein Unterschied in der

mittleren Uberlebenszeit zwischen denen mit dem C-Allel und denen ohne C-Allel

festgestellt werden.

Kumulatives Uberleben

0,67

A B
1,04
. cIT+cIC ~
. L. cmecie
0.8
c
[
e 2090909090900 7 e
3
— 2 06
: 3
H w
H ]
: 2
E k:
: god
=
<
ol -
- 0,21 :
H ]
ER-negativ ER-positiv :
RR=37; p=0,05 : RR=17; p=0276
T T T T T T 0p T T T
00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 50,00 00 20,00 40,00 50,00
Uberleben in Monaten Uberleben in Monaten

Abbildung 23: Gesamtiiberleben von Ovarialkarzinompatientinnen mit
unterschiedlichen SNP31112-Genotyp und negativem Ostrogenrezeptor  (A);
Gesamtiiberleben von Ovarialkarzinompatientinnen mit unterschiedlichen SNP31112-
Genotyp und positivem Ostrogenrezeptor (B)
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Tabelle 9: Mittlere Uberlebenszeit und relatives Risiko der Ovarialkarzinompatientinnen
mit verschiedenen Genotypen des SNP 31112 und SNP 31274

SNP Mittlere p Relatives p
Uberlebenszeit Risiko
in Monaten
SNP 31112
Alle TT 58,9 0.31 2.3 0.027
CT+CC 64,7 1
ER+ TT 61 0.83 1.7 0.28
CT+CcCc 494 1
ER- TT 534 0.117 3.7 0.049
cT+CcCc 73 1
SNP 31274
Alle GG 56,4 0.11 2.1 0.038
AG+AA 66,7 1
ER+ GG 58,2 0.885 1.3 0.53
47,4 1
AG+AA
ER- GG 51,7 0.048 4.5 0.038
76,8
AG+AA

4.2.2 SNP 31247 im Intron 10

Neben dem bereits beschriebenen Polymorphismus im Intron 9 wurde der
Polymorphismus an Position 31274 im Intron 10 des MDMX-Gens untersucht (G>A; rs
2290854). Die Verteilung der verschiedenen Genotypen stellte sich unter den
Ovarialkarzinompatientinnen wie folgt dar: GG 56,5 %; GA und AA 43,5 %. Auch bei
diesem SNP war die Verteilung der Genotypen bei den Ovarialkarzinompatientinnen
und der Kontrollgruppe (GG 61,8 %; GA/ AA 38,2 %) vergleichbar.

Weiterhin zeigte sich auch hier in der Gruppe der ER-negativen Tumoren ein friiheres
Auftreten der Erkrankung bei den Tragerinnen des A-Allels. Insgesamt erkrankten die

Patientinnen mit einem ER-negativen Tumor hier um ca. 9 Jahre friher als jene
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Patientinnen mit ER-positiven Tumor und dem A-Allel (p 0.003). Dieser Unterschied
war beim homozygotem G-Allel und dem jeweiligen Rezeptorstatus nicht nachweisbar
(s. Tab. 8; Abb. 24).

1'0-‘ 0 Patienten mit AlG+AMA-GEROtvD === seisssssmsssssisssss
Patienten mit G/G-Genotyp Jr 107 Patienten mit A/IG+A/A-Genatyp .{;
ER-negativ i
05 i
ot

N N ...:..
£ c y
@ @ ;
2 2 05 {
N N 4 "
£ = ER-positiv
4 @
2 2
s 5
g 2 04
3 S5
X ¥

0,24

0,04

T T T T T T 1 T T T T T
40,00 50,00 60,00 7000 80,00 90,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00 90,00
OP-Alter OP-Alter

Abbildung 24: Alter bei Diagnose von Ovarialkarzinompatientinnen mit dem GG-Genotyp
(A); Alter bei Diagnose von Ovarialkarzinompatientinnen mit dem A-Allel unterteilt nach
dem Ostrogenrezeptorstatus positiv oder negativ (B) beim SNP 31247

In Bezug auf die mittleren Uberlebenszeiten konnte bei diesem Polymorphismus
festgestellt werden, dass sich auch hier in der Gruppe der ER-negativen Tumoren ein
signifikanter Unterschied zeigte. So wiesen in dieser Gruppe die Patientinnen mit dem
A-Allel eine Uberlebenszeit von 76,8 Monaten auf, wahrend bei den Patientinnen mit
dem GG-Status lediglich eine Uberlebenszeit von 51,7 Monaten festgestellt werden
konnte (p 0.048). Beim Vorliegen eines homozygoten G-Allels haben die Patientinnen
mit einem ER-negativem Tumor ein 4,5 fach héheres Risiko, an diesem zu versterben
gegenlber den Patientinnen mit einem A-Allel und ER-negativem Tumor (p 0.038)(s.
Tab. 9; Abb. 25 A).

Beim SNP 31274 fallt ebenfalls in der Gruppe der A-Allel-Tragerinnen auf, dass jene
mit einem ER-negativen Tumor im Vergleich zu den ER-positiven Tumoren zwar friiher
erkranken, jedoch die Uberlebenszeit eine langere ist. Im Durchschnitt weisen diese

Patientinnen eine langere mittlere Uberlebenszeit von 29,4 Monaten auf (Tab. 9).
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Bei den Patientinnen mit einem ER-positiven Tumor konnte kein Unterschied bei den

mittleren Uberlebenszeiten zwischen den Patientinnen mit dem A-Allel und denen ohne

A-Allel festgestellt werden.

Kumulatives Uberleben

0,8
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ER-negativ
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Abbildung 25: Gesamtiberleben von Ovarialkarzinompatientinnen mit unterschiedlichen

SNP31274-Genotyp und negativem Ostrogenrezeptor (A);

Gesamtiiberleben von

Ovarialkarzinompatientinnen mit unterschiedlichen SNP31274-Genotyp und positivem
Ostrogenrezeptor (B)
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5. Diskussion

Weltweit zahlen Tumoren des Urogenitalsystems zu den haufigsten Tumorerkrankungen
der Frau. Das Ovarialkarzinom stand mit 225.500 Neuerkrankungen 2008 an 3. Stelle der
weiblichen Genitaltumore (ACS Global Cancer Facts and Figures 2013). Die Diagnose
des Ovarialkarzinoms erfolgt aufgrund fehlender signifikanter Screeningmarker meist in
einem spaten FIGO-Stadium, woraus sich insgesamt eine schlechte Prognose fur die
Patientinnen ergibt. Oft fuhren erst die klinischen Symptome die Patientin zum Arzt. So
wird das Ovarialkarzinom bei 75-80 % der Patientinnen in den fortgeschrittenen
Tumorstadien FIGO Ill und IV diagnostiziert (Meden et al., 1996). Nach den heutigen
Erkenntnissen ist der Tumorrest nach der operativen Primartherapie der wichtigste
Prognosefaktor fir die Patientinnen (AGO-Leitlinie, 2013). Neben den Kklinisch-
pathologischen Prognosefaktoren treten in der heutigen Zeit zunehmend jedoch auch
molekularbiologische Faktoren in den Fokus der Untersuchungen. Die Forschung
konzentriert sich daher neben der Optimierung der operativen Therapie zur Erlangung
einer postoperativen Tumorfreiheit auch immer mehr auf die Messung und Identifizierung
molekularbiologischer Faktoren. Beim Ovarialkarzinom konnten zum Beispiel Mutationen
im p53-Gen eine prognostische Aussagekraft zugewiesen werden, jedoch fehlen hier
noch Untersuchungen an gréReren Kollektiven, um diese Ergebnisse zu bestatigen
(Silvestrini et al., 1998, Stone et al., 2003). Durch die Untersuchung der prognostischen
Aussagekraft von Biomarkern kann versucht werden, die Therapieoptionen zu optimieren
und die damit verbundene Lebensqualitdt zu erhéhen. So wurde in einer Studie von
Mancini et al. (2009) ein besseres Ansprechen von Ovarialkarzinomen mit einer erhéhten
MDMX-mRNA Expression auf eine Cisplatin-Behandlung nachgewiesen, wahrend
Tumore mit einem geringen MDMX-Expressionsniveau besonders  haufig
Chemoresistenzen aufwiesen. Vermutlich ist p53 durch das erhéhte MDMX-
Expressionsniveau nicht in der Lage, die durch das Platin induzierten DNA-Schaden zu
reparieren, wodurch ein besseres Ansprechen des Chemotherapeutikums erreicht wird.
Diese Daten sollten noch in einem grélReren Patientenkollektiv bestétigt werden. Das
Beispiel zeigt jedoch, dass hier Patienten mit der Auswahl der Chemotherapeutika

gezielter geholfen werden kann.

Ein wichtiger molekularbiologischer Faktor in der Tumorentstehung ist das
Tumorsuppressorgen p53. In 50 % aller humaner Tumore liegt dieses Gen mutiert vor
(Hollstein et al.; 1991). MDMX ist ein Protein, welches an p53 binden kann und dessen

transkriptionelle Aktivitat inhibiert (Momand et al.; 1996). Weiterhin konnte eine
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Uberexpression des MDMX-Gens nachgewiesen werden (Riemenschneider et al., 1999;
Ramor et al., 2001). In einer Studie von Ramos et al. (2001) wurden in 30 % der
untersuchten Zelllinien mit einem p53-Wildtyp-Gen eine MDMX Uberexpression oder eine
Expression von alternativen Proteinen nachgewiesen. Auch eine Untersuchung an der
p53-Wildtyp Brustkrebs-Zelllinie MCF-7 zeigte, dass das MDMX-Protein in hohen
Konzentrationen exprimiert wird (Danovi et al.; 2004). Diese Ergebnisse lassen vermuten,
dass eine erhthte MDMX-Protein-Konzentration zur Entstehungen von Malignomen
fuhren kann. Daher sollte in dieser Arbeit der Mutationsstatus des MDMX-Gens beim
Ovarialkarzinom untersucht werden, um die Frage nach eventuellen Veranderungen und
der damit verbundenen onkogenen Aktivitaten des daraus resultierenden Proteins zu

beantworten.

Es wurden alle kodierenden Abschnitte des MDMX-Gens mit den flankierenden Intron-
Regionen sowie der p53-sensitive P2-Promoter des MDMX-Gens bei 118
Ovarialkarzinompatientinnen sequenziert. Hierbei konnten insgesamt 17 Mutationen
erfasst werden, welche sich alle im Exon 11 befanden. Dieses Exon beinhaltet die fur die
Funktion des Proteins notwendige RING-Finger Doméne (Marine et al., 2004). Neben den
bereits bekannten Mutationen im Codon 304, 421, 439 und Codon 477 (Wynendaele et
al.,, 2010), konnten 10 weitere Punktmutationen beschrieben werden. Die Missense-
Mutation in Codon 421 (A>G; Arg>Gly) konnte bei 4 Patientinnen und damit am
haufigsten detektiert werden. Insgesamt wurden 9 Mutationen in der RING-Finger-
Doméne des MDMX-Gens nachgewiesen. MDM2 und MDMX kénnen Uber ihre RING-
Finger Domdanen miteinander interagieren, was zu einer Unterdrickung der
Autoubiquitinylierung von MDM2 und somit zu dessen Stabilisierung fuhrt (Li et al., 2003,
Sharp et al., 1999). Moglicherweise wird diese Interaktion durch die Verdnderungen in
dem MDMX-Protein gestort, was zu einer Dysregulation im p53-Pathway und somit
verminderten Aktivitat von p53 flihren kdnnte.

Zwei der erfassten Mutationen (Codon 396 und Codon 397) befinden sich in der
Zinkfingerregion. Es handelt sich hierbei um Missense-Mutationen, bei denen es jeweils
Zu einem Austausch von Leucin zu Valin kommt. Da die Funktion dieser Region jedoch
bisher weitgehend unbekannt ist, lasst sich die Bedeutung dieser Mutationen nur schwer
deuten. Drei Codone (Codon: 304, 401 und 421) liegen in der C-terminalen Region,
jedoch auflerhalb bekannter funktioneller Domdanen. Eine daraus resultierende
Beeinflussung der Proteinstruktur lasst sich jedoch nicht ausschlie3en, so dass es auch
hier eventuell zu einer Verdnderung der Stabilitat und damit Funktion kommen kann.

In einer verdffentlichten Studie von Reinke et al. (2008) wurde ebenfalls eine

Mutationsanalyse des MDMX-Gens, jedoch bei Brustkrebspatientinnen, durchgefiihrt. Hier
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konnten insgesamt 4 Mutationen bei 40 untersuchten Fallen gefunden werden. In drei
Fallen lag eine stille Mutation in Codon 74 (A>T; Val>Val) und in einem Fall eine
Missense-Mutation in Codon 153 (A>G; Asp>Gly) vor.

Ein Vergleich der Mutationen beider Arbeiten ergab keine Ubereinstimmung. Die héhere
Anzahl an Veréanderungen in der vorliegenden Arbeit im Vergleich zur Mutationsanalyse
bei Brustkrebspatientinnen ist sicherlich darauf zurtickzufiihren, dass die Gesamtzahl der
untersuchten Proben in dieser Arbeit hbher war.

Insgesamt lag die Mutationsrate in der Studie von Reincke et al. bei 10 % und in dieser
Arbeit bei 14 %. Allerdings scheint von den gefundenen Mutationen keine erhthte
onkogene Aktivitdt auszugehen, da von den 17 Mutationen 13 jeweils nur einmal
vorkommen, hier im Einzelfall also eine Mutationsrate von gerade einmal 0,8 % vorliegt.
Die Mutation im Codon 421 konnte bei den Ovarialkarzinompatientinnen vier Mal
nachgewiesen werden, woraus sich eine Mutationsrate von 3 % ergibt. Aufgrund dieser
geringen Anzahl der Veranderungen wird vermutet, dass diese keinen Einfluss auf die
onkogene Aktivitat des MDMX-Gens haben. Jedoch kann bei der Mutationsrate von
insgesamt 14 % auch nicht ausgeschlossen werden, dass in einzelnen Fallen ein
Zusammenhang zwischen der MDMX-Mutation und der Entstehung bzw. des Wachstums
des Tumors besteht. Diesbeziiglich missten weitere Studien durchgefiihrt werden, um

eine genaue Aussage treffen zu kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zusétzlich die bereits bekannten Einzelnukleotid-
Polymorphismen SNP 31112 (T>C, rs2290855) im Intron 9 und SNP 31274 (G>A,
rs2290854) im Intron 10 nachgewiesen werden. Bei Einzelnukleotid-Polymophismen
handelt es sich um eine Sequenzveranderungen in der DNA, bei der eine Base der DNA
durch eine andere ersetzt wird. Da bis zum jetzigen Zeitpunkt keine bekannten
wissenschaftlichen Daten fir die klinische Relevanz der beiden genannten SNPs (SNP
31112 und SNP 31274) existieren, wurden hierzu die klinischen Daten der
Ovarialkarzinompatientinnen ausgewertet.

Die Verteilung der verschiedenen Genotypen war bei den beiden SNPs mit der Verteilung
in der entsprechenden Kontrollgruppe vergleichbar. In Bezug auf das Alter und die
mittlere Uberlebenszeit ergab sich zunachst kein signifikanter Unterschied zwischen den
Patientinnen mit dem verandertem Allel CT/CC und dem Wildtyp TT beim SNP 31112
oder dem verandertem Allel GA/AA und dem Wildtyp GG beim SNP 31274. Betrachtete
man jedoch den Ostrogenrezeptorstatus (ER) der Tumore, so wurde deutlich, dass bei
den ER-negativen Tumoren die Patientinnen mit dem entsprechendem SNP-Genom

signifikant friher erkrankten im Gegensatz zu den Patientinnen mit dem ER-positiven
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Tumoren. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich in der Arbeit von Kulkarni et al. aus dem Jahr
2009. Hier wurde ein SNP im Intron 10 (C>T; rs1563828) bei Mammakarzinomen
untersucht und nachgewiesen, dass jene Patientinnen mit dem homozygoten T-Allel und
einem ER-negativen Tumor 4-5 Jahre friher an dem Tumor erkrankten als jene
Patientinnen mit dem ER-positiven Tumor (Kulkarni et al., 2009).

Auch bei der mittleren Uberlebenszeit ist ein Unterschied erst bei Betrachtung des ER-
Status auszumachen. So war bei beiden SNPs die mittlere Uberlebenszeit bei den
Patientinnen mit ER-negativen Tumor hoher im Gegensatz zu den Patientinnen mit dem
ER-positiven-Status. Es konnte gezeigt werden, dass die Patientinnen mit dem SNP
31112 oder SNP 31274 und einem ER-negativen-Status zwar friher an den Tumor
erkrankten, jedoch auch die langste mittlere Uberlebenszeit aufwiesen. Somit hatten diese
Patientinnen ein geringeres Sterberisiko.

Die Abhangigkeit des ER-Status in Bezug auf das Gesamtiberleben lie3 sich auch in
anderen Studien nachweisen. In der Arbeit von Wynendaele et al. (2010) wurde der SNP
34091 (A>C, rs 4245739) im 3 -UTR-Bereich des MDMX-Gens bei Ovarialkarzinomen
entdeckt und untersucht. Auch hier zeigte sich, dass Patientinnen mit einem C-Allel und
ER-negativen Tumor eine signifikant l&angere mittlere Lebenserwartung hatten. Dieser
Polymorphismus korrelierte jedoch nicht mit einem friiheren Tumorauftreten (Wynendaele
et al., 2010).

In einer @hnlichen Studie wurde der SNP309 (T>G) in der P2-Promotorregion des MDM2-
Gens bei 150 Ovarialkarzinompatientinnen untersucht (Galic et al.; 2007). Ein
Zusammenhang zwischen dem verandertem Allel und der Uberlebenszeit konnte hier
nicht gezeigt werden, jedoch fand die ER-Expression in den Ovarialkarzinomen keine
Berlcksichtigung. In der Studie von Bartel et al. (2008) wurde dann die ER-Expression
beim SNP 309 in Ovarialkarzinomen néher untersucht. Daraufhin zeigte sich, dass
Patientinnen mit einem ER-negativen Tumor und dem G-Allel eine signifikant verlangerte
Uberlebenszeit hatten (Bartel et al., 2008).

Insgesamt liel3 sich nachweisen, dass die unterschiedlichen genetischen Varianten des
MDMX-Gens und auch die hormonellen Bedingungen die Tumorentstehung und die
Uberlebenszeit bei Ovarialkarzinompatientinnen beeinflussen und die Patientinnen mit
einem ER-negativen Tumor die besseren Uberlebenszeiten aufweisen. Bei den ER-
positiven Tumoren spielt der Polymorphismus in Bezug auf das Uberleben
mdglicherweise keine Rolle, da die Wirkung der Geschlechtshormone hier groRRer ist.

Es ist zu vermuten, dass beim MDMX-Gen keine aktivierenden Mutationen vorliegen,

sondern die Veranderungen eher zu einer Genamplifikation mit einer Uberexpression von
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MDMX und somit zur p53-Inaktivierung fihren. Wynendaele et al. (2010) konnte solch
einen Zusammenhang zwischen SNP 34091 und dem MDMX-Expressionsniveau

nachweisen.

Diaz-Padilla et al. haben 2011 eine zusammenfassende Arbeit aller Studien von 2006 bis
April 2011, welche sich mit prognostischen Biomarkern in gynékologischen Tumoren
beschéftigten, veroffentlicht (Diaz-Pedilla et al.,, 2011). Diese Studien beinhalteten
besonders die Untersuchungen von Polymorphismen in Ovarial-, Endometrium-, Zervix-
und Vulvakarzinomen. Am haufigsten wurden hierbei das ERCC1-, VEGF-, ABCB1-
(MDR) und GSTP1-Gen untersucht. Auch Studien zu MDM2 und MDMX gingen in diese
Arbeit mit ein. In dem Review wird deutlich, dass die Verwendung von standardisierten
Methoden und auch hohe Fallzahlen eine Notwendigkeit fur die Gewinnung von validen
Daten fur den klinischen Alltag sind. Die Studiendesigns der Arbeiten sind oft sehr

unterschiedlich und somit schwer vergleichbar.

In Bezug auf diese Arbeit sollte, um die Rolle der Polymorphismen als prognostischen
Faktor bei Ovarialkarzinompatientinnen zu beurteilen, die durchgefuihrten Untersuchungen
in anderen Tumoren und mit héheren Fallzahlen wiederholt werden. Besonders von
Interesse ware hierbei das Mammakarzinom, da auch hier eine Korrelation zu den
Geschlechtshormonen bekannt ist. Zusammenfassend lasst sich aber sagen, dass die
beschriebenen Polymorphismen des MDMX-Gens mit der Tumorentstehung und der
Uberlebenszeit von Ovarialkarzinompatientinnen assoziiert sind. Somit kann diesen SNPs

mdglicherweise eine prognostische Aussagekraft zugeschrieben werden.
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6. Zusammenfassung

MDMX ist ein wichtiger p53 Regulator, welcher in nahezu allen Geweben exprimiert wird.
Durch Bindung an den Tumorsuppressor p53 kann das MDMX-Protein dessen
transkriptionelle Aktivitat inhibieren. Es konnte nachgewiesen werden, dass ein MDMX-
knock-out in Mausen embryonal letal ist. Durch einen gleichzeitigen p53-knock-out kann
dieser Effekt aufgehoben werden. Dies lasst vermuten, dass Veranderungen im MDMX-
Gen die Funktion von p53 beeinflussen und somit auch eine entscheidende Rolle in der

Tumorentstehung spielen konnen.

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Mutationsstatus des MDMX-Gens beim
Ovarialkarzinom zu untersuchen, um einen Zusammenhang bei der Tumorentstehung zu
beurteilen. Hierfir wurde von 118 Ovarialkarzinompatientinnen der codierende Bereich
des MDMX-Gens aus den in Paraffin eingebetteten Gewebeproben isoliert, dann mittels

PCR amplifiziert und anschliel3end sequenziert.

Es konnten 17 Mutationen identifiziert werden, von denen 4 bereits beschrieben waren.
Alle Mutationen fanden sich im Exon 11, welches die fir die Funktion des Proteins
notwendige RING-Finger Doméne enthalt. Moglicherweise haben diese Mutationen einen
Einfluss auf die Stabilitat und Struktur und damit Funktion der RING-Finger Doméane.
Hierzu fehlen jedoch weiterflhrende Untersuchungen. Insgesamt ist die Anzahl der
Mutationen, auch in vergleichenden Studien gering, weshalb angenommen werden kann,
dass von diesen Veranderungen keine onkogene Aktivitat ausgeht. Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass vereinzelt ein Zusammenhang zwischen der MDMX-

Mutation und der Entstehung bzw. dem Wachstum des Tumors besteht.

Weiterhin konnten die bereits bekannten Einzelnukleotid-Polymophismen SNP 31112
(T>C, rs2290855) im Intron 9 und SNP 31274 (G>A, rs2290854) im Intron 10 detektiert
werden. Hierzu wurden die klinischen Daten der Ovarialkarzinompatientinnen in Bezug
auf die SNPs ausgewertet. Es zeigte sich, dass die genetischen Varianten des MDMX-
Gens besonders bei den hormonrezeptornegativen Tumoren einen Einfluss auf die
Tumorentstehung und die Uberlebenszeit bei den Ovarialkarzinompatientinnen haben.
Die Patientinnen mit dem veranderten Allel und einem ER-negativen Tumor zeigten ein

friheres Auftreten der Erkrankung und eine langere Uberlebenszeit.
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8. Tabellenanhang

Tabelle 10: Stadieneinteilung nach FIGO und pTNM

TNM FIGO Beschreibung

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fur Primartumor
T1 | Tumor auf Ovarien beschrankt

Tla IA Tumor auf ein Ovar begrenzt;Kapsel intakt; kein Tumor auf
der

Oberflache des Ovars

T1lb IB  Tumor auf beide Ovarien begrenzt;Kapsel intakt, kein Tumor
auf der Oberflache beider Ovarien

Tic IC  Tumor begrenzt auf ein oder beide Ovarien mit Kapselruptur,

Tumor an Ovaroberflache oder maligne Zellen im Aszites oder
bei

Peritonealspulung

T2 Il Tumor eines Ovars oder beider Ovarien, Ausdehnung auf
das kleine Becken beschrankt

T2a 1A Ausbreitung auf und/oder Implantate
an Uterus und/oder Tube(n)

T2b IIB Ausbreitung auf andere Beckengewebe

T2c IIC Ausbreitung im Becken (2a oder 2b) und maligne Zellen im
Aszites oder bei Peritonealspllung

T3 11 Tumor in einem Ovar oder beiden Ovarien,
intraperitoneale Metastasen auf3erhalb des kleinen
Beckens und/oder retroperitoneale Lymphknoten-
metastasen, Befall von Omentum majus, Dinndarm oder

Leberkapsel
T3a IIA  mikroskopische Peritonealmetastasen

jenseits des Beckens
T3b IIB  makroskopische Peritonealmetastasen

jenseits des Beckens, grofte Ausdehnung < 2cm
T3c IlIC Peritonealmetastasen jenseits des Beckens, grofite

Ausdehnung > 2 cm, und/oder regionare
Lymphknotenmetastasen

NX regionare Lymphknoten kdénnen nicht beurteilt werden
NO keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 regiondre Lymphknotenmetastasen

M1 v Fernmetastasen aufRerhalb der Bauchhdéhle

(Leberparenchymmetastasen, zytologisch positiver
Pleuraerguss, Einbruch in Blase oder Darm)

MX Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
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9. Thesen

Bestimmte molekularbiologische Marker besitzen eine prognostische Aussagekraft
beziglich des Verlaufs einer Tumorerkrankung. Durch die Untersuchung dieser
Biomarker kann versucht werden, die Therapie und die damit verbundene
Lebensqualitat der Patienten zu optimieren.

Die in mehreren Studien nachgewiesene Uberexpression von MDMX kénnte eine

Rolle bei der Tumorentstehung zu spielen.

Insgesamt konnten 17 Mutationen (14 %) des MDMX-Gens bei den 118
Ovarialkarzinompatientinnen  nachgewiesen werden. Eine erhthte onkogene
Aktivitat der Mutationen, besonders im Einzelfall, kann nicht ausgeschlossen

werden.

Bei den Patientinnen mit dem jeweiligen SNP-Genotyp (C/T- und C/C-Genotyp bei
SNP 31112 und A/G- und AJ/A-Genotyp bei SNP 31274) erkranken jene
Patientinnen mit einem ER-negativen Tumor friher im Gegensatz zu den

Patientinnen mit einem ER-positiven Tumor.

Patientinnen mit dem jeweiligen SNP-Genotyp (C/T- und C/C-Genotyp bei SNP
31112 und A/G- und A/A-Genotyp bei SNP 31274) und einem ER-negativem
Tumor weisen eine langere mittlere Uberlebenszeit gegeniiber den Patientinnen

mit dem jeweiligen SNP-Genotyp und eine ER-positiven Tumor auf.
Die untersuchten genetischen Varianten des MDMX-Gens beeinflussen die

Tumorentstehung und die Uberlebenszeit von Ovarialkarzinompatientinnen. Somit

kann diesen SNPs eine prognostische Aussagekraft zugeschrieben werden.
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